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　Abstract：Differences　in　immune　responses　between　imm皿ized　and　non－immunized　mice　were

studied　with　special　reference　to　tumor－infiltrating　lymphocytes（TIL），　using　inbred　WHT／Ht

mice　with　spontaneously　developing　transplantable　squamous　cell　carcinoma．　After　inoculating

1×106tumor　cells，　a　lymphocyte－proliferating　response　was　observed　in　the　spleens　and　regional

lymph　nodes　of　both　immunized　and　non－immunized　mice．　Histological　examination　showed

marked　infiltration　of　lymphoid　cells　into　tumor　tissues　of　immunized　mice，　but　was　much　less　in

non－immunized　mice．　Lymphocyte　subset　analysis　by　a　fluorescent　antibody　method　and　FACScan

indicated　that　TIL　in　the　immunized　mice　consisted　mostly　of　surface－Ig＋，Mac－1＋and　asialo　GMI＋

cells．　This　almost　completely　agreed　with　the　distribution　of　spleen　cells．　However，　in　non－

immunized　mice，　Lyt－1＋and　L3T4＋cells　were　dominant，　differing　from　the　distribution　of　spleen

cells．　Furthermore，　the　killer　activity　of　these　TIL　and　spleen　cells　against　syngeneic　tumor　cells

was　studied　by　51Cr　release　assay．　Results　showed　that　TIL　and　spleen　cells　of　immunized　mice　had

cytolytic，　natural　killer，　and　ADCC　activities，　but　none　of　these　could　be　detected　in　the　non－

immunized　mice．

　The　above　findings　suggest　that　infiltration　of　TIL　is　an　expression　of　immune　response　of　the

tumor－bearing　host　against　tumor－rejection　antigens．　At　the　site　of　tumor　transplantation　in

immunized　mice　various　effector　cells　having　anti－tumor　activity　act　toward　tumor　relection．

諸 言

　　ヒト癌組織内部および周囲にリンパ球浸潤が

認められることが古くから知られており正一3），そ

の腫瘍内浸潤リンパ球（tumor　infiltrating

lymphocytes，以下TILと略す）の浸潤程度と

癌の進展度，リンパ節転移，および患者の予後

とは多くの場合有意に相関することが報告され

ている2－6）。さらに，その著しいキラー活性が仇

〃ππ）で証明されたことから，TILを用いた養

子免疫療法が新しい免疫療法として注目されて

おり，臨床においてもかなりの効果が得られて

いる7－9）。

　　これらのことからTILの浸潤は，腫瘍に対

する生体の免疫応答の反映であり，それは腫瘍

細胞増殖局所において最も直接的に現れると考

えられる。従来の知見では，ヒト癌組織におけ

るTILは多様であり9・1°），発生する癌細胞側の
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要因が宿主側の応答するリンパ球の
phenotype，機能発現，特異性などを規定して

いると考えられているが，その詳細は明らかで

ない。したがって，TILにっいて検索すること

は，宿主の抗腫瘍性のメカニズムを解明し，ひ

いては癌免疫療法の発展にっながるものと考え

られる。また，TILに関する動物腫瘍系の研究

は，高抗原性の誘発癌を用いて展開されてき

だ・11）が，ヒト癌と同様に低抗原性とされている

動物の自然発生癌を使用した報告はほとんどな

い1213）。

　そこで本研究では，近交系WHT／Htマウス

に自然発生した扁平上皮癌の継代移植腫瘍を用

い，免疫，および非免疫マウスのTILを分離

し，その性状ならびに機能について解析し，腫

瘍に対する生体の免疫応答の差異を検討したの

で報告する。

材料および方法

1．マウス

　当教室で兄妹交配により，近交系として維持

しているWHT／Htマウス14）（H・2Kq，　H－2D

不明）15）の8～12週齢，雌，体重25～27gの

ものを使用し，固形飼料（オリエンタル酵母工

業）と水を自由に与え飼育した。

2．腫瘍

　近交系WHT／Htマウスに自然発生し，胸部

皮下に継代移植している扁平上皮癌を使用し

た。この腫瘍は，TD5。値が14．416）と極めて低免

疫原性の腫瘍である。

3．腫瘍細胞浮遊液の調整

　近交系WHT／Htマウスに継代移植している

腫瘍を，マウスから無菌的に摘出し，ダルベッ

コPBS（ニッスイ，以下PBSと略す）で洗浄

後，勇刀で細切し，＃150白金メッシュで濾過

した。これに0．25％trypsin（DIFCO，　U．S．A．）

を加え撹拝し，細胞浮遊液とした後，PBSで

1200rpm，3回遠心洗浄し，　PBSに再浮遊して

使用した。生細胞数の算定は0．2％トリパンブ

ルー染色を行ない，細胞のviabilityは各ロッ

トとも90％以上であった。
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4．免疫マウスの作製

　マウスの免疫方法は，Ibayashiらの方法17）に

準じ，外科的切除法とmitomycin　C処理腫瘍

細胞の反復接種により行なった。　1×106個の

腫瘍細胞を背部皮内に移植し，7～10日後，腫

瘍径が約10㎜に達した時点で外科的に腫瘍を

切除した。その7日後より1週間おきに，1×

106個／mlあたり25μgのmitomycin　C（和

光純薬）で37℃，1時間処理した腫瘍細胞の1

×106個を，マウス皮内に接種する操作を6回

繰り返した。最終免疫の4日後に，1×106個

の腫瘍細胞を再接種し，腫瘍を拒絶したマウス

を免疫マウス（immunized　mice，以下1群と

略す）とし，実験に供した。また，免疫操作を

加えないものを非免疫マウス
（non－immunized　mice，以下N群と略す）と

し，実験は，1群とN群の2群にて行なった。

5．担癌マウスの経日的観察

　担癌マウスにっいては，腫瘍移植局所の組織

学的検索，脾臓の重量測定，および腋下リンパ

節の大きさの経日的変化の観察を1群とN群

マウスにおいて比較検討した。マウスの左側胸

部に1×106個の腫瘍細胞を移植し，移植後2

日，4日，6日，8日，10日後の腫瘍移植局所

の反応を，H．E．染色にて組織学的に観察した。

　同時に，脾臓の重量を測定し，以下の式で

spleen　index18）を求めた。

　　Spleen　index＝脾重量（㎎）／体重（g）

　さらに，腫瘍移植側腋下リンパ節の縦径と横

径をノギスで測定し，その平均値をリンパ節の

大きさとした。対照群として，右側胸部にPBS

O．1mlを接種し，同様にリンパ節の大きさを測

定した。実験はすべて1群15匹とし，各日につ

き3匹を使用し，各群の平均値と標準偏差を求

めた。

6．TILの免疫組織学的検索

　TILの免疫組織学的検索を，蛍光抗体法19）で

行なった。使用した抗体は，1次抗体として，

マウスT細胞マーカーであるAnti・Lyt－1モノ

クローナル抗体（BECTON　DICKINSON，　U．S．

A．），マウスkiller／suppressor　T細胞に対応す
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るAnti－Lyt－2モノクローナル抗体（BECTON

DICKINSON，　U．　S．　A．），マウスhelper／

inducer　T細胞に対応するAnti・L　3　T　4モノク

ローナル抗体（BECTON　DICKINSON，　U．S．

A．），マウスmacrophage（以下Mφと略す）

に対応するAnti－Mac・1モノクローナル抗体

（Boehringer　Mannheim　　Biochemica，

Germany），マウスnatural　killer（以下NKと

略す）細胞に対応するAnti・asialo　GM　1抗体

（和光純薬）を用いた。2次抗体は，
Anti－Lyt－1，　Lyt－2，L3T4，Mac－1抗体に対

して，FITC標識affinity　purified　anti－rat

IgG（Kirkegaard＆Perry　Laboratories）を使

用した。Anti－asialo　GM　1抗体に対する2次抗

体はFITC標識affinity　purified　anti・rabbit

Ig（TAGO）を使用した。また，表面免疫グロ

ブリンsurface－immunoglobulin（以下，　s・Ig

と略す）の検出には，FITC標識anti－mouse　Ig

（Amersham）を使用した。

　免疫組織学的検索をするために，各群マウス

の左側胸部に1×106個の腫瘍細胞を移植し，

Collect　a　tumoral　mass　aseptically．

　　　↓

Cut　into　thin　slices　with　a　scissor　blade．

　　　↓

Filter　through　a＃150　Pt　mesh．

　　　↓

Wash　three　times　with　PBS（1，200　rom　for　5　min．）．

　　　↓
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移植後2日，4日，6日，8日，10日目の腫瘍

組織を切り出し試料とした。試料はアセトンー

ドライアイスで冷却したイソペンタン中で凍結

し，クリオスタットで4～6μmの凍結切片を

作製した。これを0．01％ポリーL一リジン

（SERVA，　New　York）塗布スライドグラスに

拾い，室温で30分間乾燥させた。アセトンで室

温10分間固定し，0．01MPBS（IATRON）で

5分間，3回洗浄後（以後，各反応の間も同様

に洗浄），正常ヤギ血清を室温で20分間反応さ

せた。次に，1次抗体をそれぞれ適切な濃度と

したものを滴下し，室温で2時間反応させた。

続いて，2次抗体を滴下し，室温で2時間反応

させ，グリセリンで封入後，蛍光顕微鏡で検鏡

した。

7．TILの分離および調整20）（Fig．1）

　無菌的に採取した腫瘍組織を，勇刀で細切

し，＃150白金メッシュで濾過した。これを

PBSで1200　rpm，3回遠心洗浄後，10％Fetal

Bovine　Serum（FBS，　GIBCO），ストレプトマ

イシン硫酸塩（100μg／ml）およびペニシリン

　Before
centriw」gation

　Cell
suspension

M－SMF

　After
centrifugation

1，200xg，20min．

　　Room
temperature

，ン’

Lymphocyte

　layer

Tumor　ce‖

　1ayer

Adlust　to　1×106　to　107　with　RPMI　1640　culture　medium　containing　5％FBS．

　　　↓

Overlay　4　ml　of　cell　suspension　gently　on　3　ml　of　M－SMF（mouse　lymphocyte　isolate　solution　prepared

by　Japan　Antibody　Institute）．

　　　↓

Centrifuge　at　1，200　xg　for　20　min．

　　　↓

Collect　lymphocytes（floating　like　a　white　band　in　the　middle　layer）．

　　　↓

Wash　three　times　with　RPM11640　culture　medium　containing　5％FBS．　Float　in　culture　broth．

　　　↓

Confirm　the　viability　of　cells　with　trypan　blue　and　adjust　to　an　optimum　concentration．

　　　↓

Use　for　assay．

＊Isolate　and　adjust　spleen　cells　by　a　specific　gravity　centrifugation　method　using　the　same　procedures．

Fig．1．　Isolation　and　adjustment　of　TIL
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Gカリウム（100単位／ml）を添加したL一グ

ルタミン含有，RPMI　1640（GIBCO）で1×

106個／mlの濃度に調整した。これの4mlを，

マウスリンパ球比重分離液（M－SMF，比重

1．090±0．001，日本抗体研究所）3mlに静かに

重層し，1200g，20分間遠心した。遠心後，中

間層のリンパ球分画を回収し，RPMI　1640で

1200rpm，3回遠心洗浄後，　RPMI　1640に再

浮遊させた。0．2％トリパンブルー染色で

viabilityを確認後，調整し実験に供した。

8．脾細胞浮遊液の作製

　工一テル麻酔で屠殺したマウスより，無菌的

に脾臓を摘出した。これを，RPMI　1640を入れ

たプラスチックシャーレ（Falcon）上で，注射

針とピンセットを用いてほぐした。＃150白金

メッシュで濾過し，PBSで洗浄後，　RPMI

1640に再浮遊させた。これより前述のM・SMF

を用いた比重遠心法でリンパ球分画を分離し，

実験に供した。

9．リンパ球subset分析21）

　各群マウスの腫瘍移植後6日目の腫瘍組織か

ら得たTIL，および脾細胞のリンパ球subset

分析を，FACScan（BECTON　DICKINSON）

で行なった。対照群としては正常マウスの脾細

胞を用いた。各細胞浮遊液1×106個／testに，

各種モノクローナル抗体（Anti・Lyt・1抗体，

Anti－Lyt－2抗体，　Anti・L3T4抗体，　Anti’Mac・1

抗体，Anti－asialo　GM　1抗体）を添加し，氷上

で30分反応させた。0．1％Bovine　Serum

Albumin（BSA，　STRATAGENE），0．1％NaN3

（和光純薬）添加PBSで2回洗浄後，2次抗体

としてFITC標識anti・rat　IgG，　FITC標識

anti－rabbit　IgGを添加し，氷上で30分，暗所

にて反応させた。0．1％BSA，0．1％NaN3添加

PBSで2回洗浄後，0．5　m1に懸濁し，氷上で遮

光し2時間以内に解析した。

10．細胞傷害活性の測定2）。

　各群マウスのTIL，脾細胞の腫瘍細胞，およ

びNK細胞感受性YAC－1細胞田）に対する細胞

傷害活性を，51Cr　release　assayで測定した。

　1）腫瘍細胞の51Cr標識
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　腫瘍細胞，YAC・1細胞をそれぞれ10％
FBS，炭酸水素ナトリウム（1㎎／ml），　L一グル

タミン（300μg／ml，和光純薬）添加EAGLE’S

MEM（ニッスイ，以下MEMと略す）で1×

106個／mlの濃度に調整し，細胞1×106個あ

たり3．7MBqのNa251CrO4（日本アイソトープ

協会）を加え，37℃，5％CO2下で時々振盟させ

ながら60分間培養し標識した。反応後，MEM

で3回遠心洗浄後，20m1のMEMを加え
37℃，5％CO2下で2時間前培養を行なった。

MEMで3回遠心洗浄後，1×105個／mlの濃

度に再浮遊させた。

　2）51Cr　release　assay

　Effector細胞として，各群マウスのTIL，脾

細胞，正常マウスの脾細胞をE／T比が100：

1，50：1，25：1，12．5：1となるように

96－well　round・bottomed　microtiter　plate

（Falcon，　US．A）に100μ1ずつ分注した。次

に，target細胞として51Crで標識した腫瘍細胞

を1×104個／100μ1ずっ各wellに分注し，

総量200μ1／wellとした。対照群として，

effector細胞の代わりにMEMを100μ1加え

たものを自然遊離とし，0．2％Triton　X（半井

化学薬品）100μ1を加えたものを最大遊離と

した。37℃，5％CO2下で12時間培養後，上清

をTitertek上清採取システム（Skatron，

Norway）により採取し，γ一カウンター
（ARC－351，　Aloka）で放射活性を測定した。実

験はすべてtriplicateで行ない，細胞傷害活性

は以下の式で求めた。

　細胞傷害活性（％）

　　実験群遊離cpm一自然遊離cpm
　　　　　　　　　　　　　　　　×100
　　　最大遊離cpm一自然遊離cpm

11．Antibody－dependent　cell・mediated　cy・

totoxicity（ADCC）活性の測定24）

　各群マウスのTIL，脾細胞の腫瘍細胞に対す

るADCC活性を前述の51Cr　release　assayで測

定した。Target細胞として51Cr標識腫瘍細胞

を1×104個／100μ1，effector細胞として，

各群TIL，脾細胞を，　E：T比が100：1となる

ように，96－well　round－bottomed　microtiter
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plateの各wellに分注した。次に，各群マウス

より採取し，56℃，30分で非働化した血清を，

最終濃度が1／5，1／20，1／80，1／320とな

るように各wel1に加えた。対照群は，血清を加

えず，51Cr標識腫瘍細胞にeffector細胞のみを

加えたものとした。37℃，5％CO2下で6時間培

養後，Titertek上清採取システムで上清を採取

し，γ一カウンターで放射活性を測定した。実

験はすべてtriplicateで行ない，　ADCC活性は

以下の式で求めた。

　ADCC活性（％）

　＝｛（実験群cpm／対照群cpm）－1｝×100

12．統計学的処理

　推計学的検定は，Student’s’－testを用いた。

実　験　結　果

1．腫瘍移植局所の組織学的所見

　腫瘍は，低分化型扁平上皮癌であった（Fig．

2）。1群では，腫瘍移植後2日目には，穎粒球を

主体とする炎症性細胞浸潤が認められた。4日

目から6日目に，腫瘍組織周辺部から腫瘍組織

全体に著明な単核球浸潤が認められ，経時的に

その数が増加していった。同時に，腫瘍細胞の

変性破壊が認められ，8日目から10日目には，

腫瘍細胞はほとんど消失し，壊死組織が認めら

れた。N群では，2日目には1群と同様に炎症

性細胞浸潤を認め，4日目から6日目には，腫

瘍細胞の増殖と，その周囲に好中球ならびに単

Fig．2　Histopathological　observation　of　poorly

　　　differentiated　squamous　cell　carcinoma，

　　　spontaneously　developed　in　WHT／Ht
　　　mouse（HE　stain　X400）．
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核球の浸潤が認められた。10日目には，腫瘍の

活発な増殖と，一方では腫瘍組織の自壊も認あ

られ，自壊した部位では炎症性細胞浸潤が認あ

られた（Fig3）。

2．　Spleen　index

　脾臓の重量を測定しSpleen　indexを求めた

ところ，各群とも腫瘍移植後4日目まで徐々に

増加し続けた。1群では，4日目から6日目に

かけて急激に増加し，6日目に11．1±1．5と最

大になり，以後腫瘍の縮小にともない減少し

た。N群では6日目に5．4±0．3，8日目に7．1

±0．1と腫瘍の増殖にともない緩慢に増加し続

けた（Fig．4）。

3．所属リンパ節腫脹の経日的変化

　1群の腋下リンパ節は，腫瘍移植後1日目か

ら腫大し始め，6日目にその大きさが4．4±0．1

mmと最大になり，その後，腫瘍の縮小にともな

い腫脹は減少した。一方，N群では2日目から

腫脹が認められ，以後も徐々に増加し続けた

（Fig．5）。

4．免疫組織学的所見

　1群ではN群と比較して，腫瘍組織内に多く

のリンパ球浸潤が認められた。腫瘍移植後2日

目には，Mac－1＋，　asialo　GM　1＋細胞の浸潤が

認められた。4日目から6日目にかけてMac－

1＋，s－lg＋，　asialo　GM　1＋細胞の浸潤が著明と

なった。Lyt－1＋，　Lyt・2＋，　L　3　T　4＋細胞の浸

潤は軽度でり，以後も浸潤程度に顕著な差は認

あられなかった。Fig．6は，腫瘍移植後6日目の

腫瘍組織の染色像を示すが，Mac－1＋，　s・lg＋，

asialo　GM　P細胞の浸潤が著明であり，　Lyt・

1＋，Lyt－2＋，　L　3　T　4＋細胞は軽度であった。

　N群では，腫瘍内に浸潤してきているリンパ

球は少なかったが，1群と同様，腫瘍移植後2

日目より認められるようになった。4日目から

6日目にかけてLyt・1＋，　Lyt－2＋，　L　3　T　4＋細

胞の浸潤が認められたが，それ以後の各時期で

浸潤程度に顕著な差は認あられなかった。Fig．

7は腫瘍移植後6日目の腫瘍組織の染色像を示

すが，Lyt－1＋，　L　3　T　4＋，　Lyt－2寸細胞が多く，

それに対して，Mac－1＋，　asialo　GM　1＋細胞は
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Fig．4　Spleen　indices　of　immunized　and　non－

　　　　immunized　mice　after　implantation　of

　　　　l×106viable　tumor　cells．　The　results

　　　　are　expressed　as　means　of　three　mice．

少なかった。

5．リンパ球subset分析

　FACScanによるリンパ球subset分析の結

果をFig．8に示した。1群TILのsubsetは，

s－lg＋細胞が37％，　Mac－1＋細胞が29％，　asialo

GM　1＋細胞が24％と，これらの占める割合が

多かったがLyt－1＋細胞は11％と少なく，

L3T4＋細胞は6％，　Lyt－2＋細胞は5％であった。

N群TILのsubsetはLyt－1＋細胞が66％と

多く，L3T4＋細胞は46％，　Lyt－2＋細胞は

19％だった。s・lg＋細胞は25％，　Mac－1＋細胞

は11％，asialo　GM　1＋細胞は9％だった。1群

TILのMac－1＋，　asialo　GM　1＋細胞の占める

割合が，N群のそれらに比較して約3倍も多

かった。また，N群TILのLyt－1＋細胞の占め

る割合は，1群のそれに比較して約6倍多かっ

た。

　1群脾細胞は，Lyt－1＋細胞が14％，　L　3　T　4＋

細胞が10％，Lyt・2＋細胞が4％であり，　Mac・
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Fig．5　Kinetic　analysis　of　regional　lymph　node

　　　　enlargement　in　immunized　and　non－

　　　　immunized　mice．　Lymph　node　size
　　　　indicates　the　average　of　the　largest

　　　　lymph　node　diameter　and　a　second
　　　　diameter　perpendicular　to　the　first．　The

　　　　size　of　the　left　side　regional　lymph　node

　　　　at　implantation（1×106　viable　tumor

　　　　cells）was　measured　every　2　days，　and

　　　　size　of　the　right　regional　lymph　node，

　　　　measured　but　having　no　implantation，

　　　　was　used　as　control．　The　diameters　of

　　　　three　lymph　nodes　were　plotted
　　　　together　with　mean±SEM．

1＋細胞が52％，s－Ig＋細胞が44％，　asialo　GM

1＋細胞が15％であった。N群脾細胞では
Lyt－1＋細胞が35％，　L　3　T　4＋細胞が27％，

Lyt・2＋細胞が10％であり，　s－Ig＋細胞が45％，

Mac－1＋細胞が18％，　asialo　GM　1＋細胞が6％

であった。正常マウスの脾細胞のsubsetは，

Lyt－1＋細胞が54％であり，そのうちL3T4＋

細胞が35％，Lyt・2＋細胞が15％であった。ま

た，s－lg＋細胞が36％，　asialo　GM　1＋細胞が

9％，Mac－1＋細胞が6％であった。これら3群
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Fig．6　1mmunohistological　investigation　of　TIL　from　immunized　mice　at　the　6th　day　arter　implantation

　　　of　1×106　tumor　ce1］s　TIL　were　detected　by　a　fluorescent　antibody　method　with　antじLyt－1（a），

　　　anti－Lyt－2（b），　anti－L3T4（c），　anti－Mac・1（d），　and　anti－asialo　GM1（e）；the　second　antibodies

　　　were　labelled　with　FITC．　FITC－labelled　anti－mouse　Ig　was　used　for　detection　of　surface　Ig（f），

　　　（X400）

を比較すると1群脾細胞は，N群脾細胞，ある

いは正常マウス脾細胞に比較して，Mac－1細

胞が多く，Lyt・1’，　Lyt－2＋，　L　3　T　4’細胞が

少なかった。また，asialo　GM　1＋細胞は軽度に

増加したが，S－lgト細胞の割合はほぼ同じで

あった。N群脾細胞では正常マウス脾細胞に比

較して，Mac－1’，　s－lg’細胞の割合が多く，

Lyt－1’，　Lyt－2「，　L　3　T　4ト細胞の割合が少な

かった。

　TILの採取量は，　N群が5．5×105個／gで

あったのに対し，1群では6．3×106個／gとN

群の1L5倍であった。

6．細胞傷害活性

　各実験群のTILおよび脾細胞の腫瘍細胞に
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Fig．7　1mmunohistological　investigation　of　TIL　from　non－immunized　mice　at　the　6th　day　after

　　　implantation　of　1×106　tumor　cells．　TIL　were　detected　by　a　fluorescent　antibody　method　with

　　　anti－Lyt－1（a），　anti－Lyt－2（b），anti’L3T4（c），　antじMac－1（d），　and　anti－asialo　GMI（e）；the　second

　　　antibodies　were　labelled　with　FITC，　FITC－labelled　anti－rnouse　Ig　was　used　for　detection　of

　　　surface　Ig（f）．（X400）

対する細胞傷害活性，ならびにYAC－1細胞に

対するNK活性を，　E：T比が100：1，501

1，25：1，12．5：1，12時間培養で実験を行

なった結果をTable　1，　Fig．9に示した。

　1群TILの細胞傷害活性は，　E：T比が100：

1で18．7％と最大値を示した。1群脾細胞の細

胞傷害活性はE：T比が100：1で15．3％で

あった。

　N群TIL，脾細胞および正常マウス脾細胞に

は，腫瘍細胞に対する細胞傷害活性は認められ

なかった。

　1群TILのNK活性は，　E：T比が100：1

で10．7％と最人値を示し，1群脾細胞では，E：

T比が100：1で7．3％であった。N群脾細胞
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Fig．8　Phenotypic　analys輌s　of　Iymphocytes　by　flow　cytolnetry（FACScan）．　Lymphocytes　were
　　　　　obtained　from　spleen　cel］s　of　normal　mice（A），　spleen　cells（B）and　TIL（C）of　non4mmunized

　　　　　m輌ce　at古e　6　th　day　after　tumor　cells　impla蹴ation，　and　spleen　celis（D）and　TIL（E）of

　　　　　immunized　mice　on　the　6　th　day　after　tumor　cells　implantation．　These　were　stained　using

　　　　　　various　monoclonal　antibodies　（anti－Lyt4，－Lyt－2，－L3T4，－Mac4，－asialoGM1）on　the　surface

　　　　　　rnarkers，　and　are　shown　as　FITC－labe正▲ed　secondary　a由ibodies．　FITC4abeUed　anti－mouse　Ig　was

　　　　　used　for　detection　of　surface　Ig．

のNK活性は，　E：T比が100：1で3．6％と

軽度に認められた。

　N群TILおよび正常マウス脾細胞ではNK

活性は認められなかった。

7．ADCC活性

　E：T比100：1に，血清濃度が1／5，
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Fig．9　Cytolytic　activities　of　TIL（●一●）and　spleen　cells（○一℃）on　the　6th　day　after　implantation

　　　　　　of　tumor　cells　rejected　by　immunized　mice，　TIL（H）and　spleen　cells（［トロ）on　the　6th

　　　　　　day　after　implantation　of　tumor　cells　from　non－immunized　mice，　and　spleen　cells（▲一一▲）from

　　　　　　normal　mice．　These　lymphocytes　were　tested　for　cytolytic　activity　against　fresh　syngeneic

　　　　　　tumor　cells　and　YAC－1　cells　as　effector：target（E：T）ratios　of　lOO：1，50：1，25：l　and　12．5：1　in

　　　　　　12－hr　51Cr　release　assay．　Values　represent　the　mean　percentage　of　specific　lysis　from　triplicate

　　　　　　determinations．

Table　l．　Cytolytic　activities　of　TIL　and　spleen　cells．

Target　cells Effector　cells
％ SpeCifiC　lySiSa　at　E：TratiOb：

100：1 50：1 25：1 12．5：1

Syngeneic

tumor　cellS

Group　I　TILC

Group　I　spleen　cellsc

Group　N　TILd

Group　N　spleen　cellsd

Normal　mouse　spleen　cells

18．7±1．9e＊＊

15．3±2．7＊

　　　0

　　　0

　　　0

15．2±0．1＊＊

11．1±1．7＊＊

　　　　0

　　　　0

　　　　0

14．1：ヒ0．6＊＊　10．2±0．2＊＊

7．7±1．0＊＊

　　　0

　　　0

　　　0

5．5±0，2＊＊

　　　O

　　　o

　　　O

YAC－1　cells

Group　I　TILC

Group　I　spleen　cellsc

Group　N　TILd

Group　N　spleen　cellsd

Normal　mouse　spleen　cells

10．7±2．3＊＊

　7．3±0．4＊＊

1．5±2．1

　3．6±0．7＊＊

　　　　0

3．0±2．2

2．8±0．7＊

0．4±1．2

3．0±0．9＊＊

　　　0

2．3±1．7

1．4±0、7

0．4±1．2

0．5±0．9

　　　0

1．7±1．2

1．3±0．1

　　　0

　　　0

　　　0

a：Values　are　expressed　as　mean±SEM　from　three　separate　experiments．
b：The　nurnber　of　target　cells　is　1×104．

c：TIL　and　spleen　cells　were　collected　from　immunized　mice　on　the　6th　day　after　implantation　of　1×106

　　tumor　cellS．

d：TIL　and　spleen　cells　were　obtained　from　non－immunized　mice　on　the　6th　day　after　implantation　of

　　l×106tumor　cells．

e：Statistical　analysis　was　performed　by　Student’s　t　test．

　　Significantly　different　from　control，　＊P〈0．05，　＊＊P〈0．Ol
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Table　2。　ADCC　of　TIL　and　spleen　cells．

％　　ADCCb　at　dilution　of　serumc：
Target　cells Effector　cells E：Tratiod：

1／5 1／20 1／80 1／320

Syngeneic

tumor　cellS

Group　I　TILd

Group　I　spleen　cellsd

Group　N　TILe

Group　N　spleen　cellse

100：1

100：1

100：1

100：1

7．7±0．7f＊＊　7．3±4，4＊＊　　0．3±1．7　　　　　　0

20．9：±：0．5＊＊　21．1±4．0＊＊　　14．8±9．9＊　　9．1±4．4＊＊

0　　　　　0

0　　　　　0

0　　　　　0

0　　　　　0

a：The　number　of　target　cells　is　l×104．

b：Values　are　expressed　as　mean±SEM　from　three　separate　experiments．
c：Sera　were　obtained　from　immunized　and　non－immunized　mice，　and
　heat－inactivated　for　30　min　on　56℃．

d：TIL　and　spleen　cells　were　obtained　from　immunized　mice　on　the　6th　day　after　implantation　of　1×106

　tumor　cellS．

e：TIL　and　spleen　cells　were　obtained　from　non－immunized　mice　on　the　6th　day　after　implantation　of

　1×106tumor　cells．
f：Statistical　analysis　was　performed　by　Student’s　t　test．

　Significantly　different　from　control，　＊P〈0．05，　＊＊P〈0，01

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　1／20，1／80，1／320，6時間培養で実験を行

　25　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　なったところ，1群TILのADCC活性は，血清

　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　濃度が1／5で7．7％，1／20で7．3％であっ

　20　　　　　　　　　　　　　　　　た。1群脾細胞のADCC活性は，1／5で
　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　20．9％，1／20で21．1％と最大値を示した。

O　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　　められなかった。（Table　2，　Fig．10）。
＜

5

0
1／5　　　　　1／20　　　　1／80　　　　V320

　　DILUTION　OF　SERUM

　　Hlgroup　TIL　　（〉一■■＜）lgroup　sp｝een　cells

　　HNgroupTIL　H　Ngr。upspleencells

Fig．10　ADCC　of　TIL（●一一●）and　spleen　cells

　　　（（〉一一（⊃）on　the　6th　day　after　implanta－

　　　tion　of　tumor　cells　from　immunized

　　　mice，　TIL（H）and　spleen　cells
　　　（H）on　the　6th　day　after　implant缶

　　　tion　of　tumor　cells　from　non－immunized

　　　mice．　ADCC　was　determined　by　6－hr　51Cr

　　　release　assay　with　E：T　ratio　of　100：11n

　　　the　serum　which　was　obtained　from
　　　immunized　or　non－immunized　mice．
　　　Values　represent　the　mean　percentage　of

　　　specific　lysis　from　triplicate　determinat－

　　　ions　for　each　dilution　of　serum．

　TILの浸潤は，組織学的に悪性腫瘍に認めら

れる特徴の一つである。Handley1）によって最

初に報告されて以来，TILの浸潤程度と，臨床

病態および患者の予後との関連についての解析

がなされ，TILは担癌宿主の抗腫瘍免疫反応で

あることが示唆されてきた2～6）。Itoら9）の報告

では，転移性メラノーマより分離したTILは，

CD　3＋，　Class　I拘束性で，著しい自己腫瘍特異

的cytotoxic　T　lymphocyte（CTL）活性を示

すが，肉腫，腎細胞癌より採取したTILでは，

CTL活性は低く，末梢血と同様の生物活性を

有しているにすぎないとしている。このよう

に，腫瘍に対する宿主の免疫応答は広いスペク

トルを持った反応であり，それは腫瘍局所にお

いて最も直接的に現れると考えられる。した

がって，腫瘍に対する免疫応答に関与するTIL

にっいて，その性状，機能を解析し検討するこ

とは極あて有用である。

　近交系WHT／Htマウスに自然発生した扁平
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上皮癌は，Hewittら16）により極めて低抗原性で

あることが指摘され，免疫応答の弱いヒト癌の

モデルに当てはめられる。一方，この動物腫瘍

系においては，弱いながらも腫瘍関連抗原が存

在することや，これに特異的な免疫応答が成立

することが明らかにされている歴凶）。

　そこで今回，著者は，免疫マウスと非免疫マ

ウスに腫瘍を移植し，そのTILを分離し，性状

ならびに機能にっいて解析するとともに，腫瘍

に対する生体の免疫応答の差異を検討した。

　TILの分離方法は，一般的に広く用いられて

いる比重遠心法20）で行なった。本法は，比較的

簡単な操作で，リンパ球画分構成に影響を与え

ず，効率よく高い回収率でTILを分離できる

有用な方法である。しかし，数％の腫瘍細胞の

混入は避けることができず，また，遠心操作に

より細胞への影響を及ぼすこともあるなどの問

題点があげられるが，本実験では，腫瘍細胞の

混入率は6％以下であり，リンパ球のviability

は90％以上と，比較的実験への影響は少な

かった。

　リンパ球表面マーカーの解析は，モノクロー

ナル抗体を使用した免疫組織学的検索で行っ

た。この方法は，組織切片上におけるリンパ球

subsetの動態を知る上で優れている方法であ

るが，リンパ球は組織内で不均一に分布してい

るため，客観性に欠けるという問題点も指摘さ

れている。この点FACScanを用いた方法は21），

解析対象の細胞群を同定する際の客観性にすぐ

れ，かつ迅速に解析することができるばかりで

なく，応用範囲が広く，有用性が極めて高い方

法である。本実験では，より信頼性の高い結果

が得られるように，免疫組織学的検索と

FACScanを併用した。

　腫瘍移植後の宿主の全身の免疫応答として脾

重量の測定を，また，局所の免疫応答として所

属リンパ節の腫大を測定した。その結果1群は

N群に比較して，脾臓，およびリンパ節は腫瘍

の消長と平行して鋭敏に変化したが，N群で

は，腫瘍移植後の初期の脾臓および，所属リン

パ節反応が緩慢であり，腫瘍の増殖とともに継
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続的な腫大を認めた。このように，脾臓，およ

びリンパ節は全身と局所の腫瘍に対する反応を

如実に反映するものと思われた。特に1群マウ

スは頻回の免疫操作により腫瘍細胞に感作さ

れ，N群マウスとは異なり，抗腫瘍活性を担う

免疫担当細胞が生体内で蓄積され，抗原の再刺

激に対していち早く対応できる状態にあること

を表わしている。

　リンパ球subset分析は，腫瘍移植後6日目

に行ったが，これは，1群マウスにおいて腫瘍

移植後の宿主の経日的変化がピークとなる時期

であった（Fig．3，4，5）。その結果，1群TIL

は，s－lg＋，　Mac－1＋，　asialo　GM　1＋細胞の浸潤

が著明に認められ，Lyt－1＋細胞は少なかった。

N群では，Lyt・1＋，　L　3　T　4＋細胞が優位であ

り，Mac－1＋，　asialo　GM　1＋細胞は少なかった。

このような1群とN群のTIL　subsetの差は，

腫瘍移植局所での腫瘍細胞に対する免疫応答が

大きく異なることを示し，1群TILは，腫瘍拒

絶をinitiateまたはmediateする機能を有す

るリンパ球であり，N群TILは，このような機

能を持たないか，あるいは抑制されており，腫

瘍の増殖を許容してしまうリンパ球と推測され

る。さらに，1群でMφなどの特定の細胞が腫

瘍局所に浸潤しているのは，chemotaxisを起

す遊走因子1L3°－32）や細胞接着因子33～36）の関与が

考えられた。

　1群脾細胞のsubsetは，　Mac－1＋，　s－lg＋細胞

がほとんどを占あ，Lyt－1＋細胞は少なく，　N

群脾細胞では，Lyt－1＋，　L　3　T　4＋，　s－Ig＋細胞

が多くを占め，Mac－1＋，　asialo　GM　1＋細胞は

少なかった。また，1群とN群の脾細胞の

subsetは，対照群のそれと比較して異なって

おり，1群において顕著であった。さらに，1群

のTILと脾細胞のsubsetの分布はほぼ一致し

ていたが，N群では異なっていた。このこと

は，1群とN群では，腫瘍に対する宿主の全身

の免疫応答が異なっており，1群では，全身の

免疫応答が局所に反映されているが，N群では

反映されていないことが示唆された。

　TILおよび脾細胞の腫瘍細胞に対する細胞



岩医大歯誌　17：16－321992

傷害活性について検討したところ，1群TILは

強い細胞傷害活性を示したが，N群TILでは

示さなかった。また，1群脾細胞は細胞傷害活

性を示したが，TILに比較して低く，　N群脾細

胞および対照群では示さなかった。このよう

に，1群とN群でTILの細胞傷害活性が異なる

のは，TILのsubsetの分布の差，ならびに

TILの腫瘍細胞に対する免疫寛容性の差によ

るためと思われた。また，1群脾細胞と，N群脾

細胞および対照群とで細胞傷害活性が異なるの

は，TILの場合と同様に，脾細胞のsubsetの

分布の差，ならびに脾細胞の腫瘍細胞に対する

免疫寛容性の差が考えられた。さらに，N群脾

細胞と対照群とではsubsetの分布が異なるの

に，両者とも活性が認められないのは，生体内

のリンパ球が腫瘍に感作されておらず，腫瘍を

認識し傷害することができないためと思われ

た。

　1群において，TILと脾細胞のsubsetの分布

は，ほとんど差がないにもかかわらず，TILの

方が強い細胞傷害活性を示したのは，腫瘍局所

におけるリンパ球の分化成熟の程度が異なるた

めと思われた。

　TILおよび脾細胞のNK活性にっいて検討

したところ，1群TILはNK活性を示したが，

N群TILでは示さなかった。また，1群脾細胞

とN群脾細胞は軽度のNK活性を示したが，1

群TILに比較して低く，対照群では示さな

かった。このことは，1群においては，NK活性

を担うasialo　GM　1＋細胞の占める割合が多い

ためと考えられ，また，N群脾細胞においても

腫瘍細胞の移植によって，わずかではあるが

NK細胞が活性化されていることが推測され
た。

　TILおよび脾細胞の腫瘍細胞に対する

ADCC活性について検討したところ，1群TIL

はADCC活性を示したが，　N群TILでは示さ

なかった。1群脾細胞は1群TILの2倍以上の

高いADCC活性を示したが，　N群脾細胞では

示さなかった。このことはADCC活性はB細

胞が産生する抗腫瘍特異抗体とMφなどの細
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胞表面にFc　receptorを有する細胞による特異

な腫瘍細胞破壊機構37）であるので，1群には，抗

腫瘍特異抗体が存在し，なおかつMac－1＋，

s－Ig＋細胞の占める割合が，　N群に比較して多

いためと思われた。1群脾細胞が高い活性を示

したことは，ADCC活性を担うとされている

Mφの占める割合がTILにおけるよりも高い

ためと思われた。

　本実験におけるTILについて総括してみる

と，1群マウスのTILはs－Ig＋，　Mac－1＋，　asialo

GM　1＋細胞が多く，さらにこれらがeffector

細胞として腫瘍細胞に対して，細胞傷害活性，

ADCC活性，およびNK活性を示した。また，

先に阿部29）は，本実験と同じ動物腫瘍系におい

て，非担癌状態の免疫マウス脾細胞では，

anti・Thy　1．1＋C処理により，細胞傷害活性は

91．8％抑制され，anti－Lyt　2．2＋C処理により，

細胞傷害活性が84．9％抑制されることから，抗

腫瘍活性の中心はCTLであるとしている。し

かし，本実験の担癌状態の免疫マウス脾細胞で

は，Mac－1＋細胞が52％，　s－Ig＋細胞が44％と

多く，Lyt－1＋細胞が14％，　Lyt－2＋細胞が4％

と少なかった。このことは，非担癌状態と担癌

状態の相違であるとも考えられ，腫瘍局所の

TILの分布にも反映しており，極めて興味深い

結果であった。腫瘍局所には，割合は少ないが，

Lyt－1＋，　Lyt－2＋細胞の浸潤が認められ，担癌

状態であっても，腫瘍拒絶の一翼を担っている

のではないかと推測された。

　N群マウスのTILは，　Lyt・1＋，　L　3　T　4＋細

胞が多いが，抗腫瘍活性は認められなかった。

その原因の大半は，腫瘍拒絶抗原tumor
rejection　antigen（TRA）が存在するとしても

その免疫原性が弱く，充分な免疫応答を誘導で

きないことによると推測された。また，N群マ

ウスのTILは1群と異なり，腫瘍を認識し排除

する能力が弱いことや，仇励oprimeされて

いても何らかの原因で活性化のシグナルが阻止

されていることが考えられる。

　本実験に使用した腫瘍は低抗原性であるた

め，細胞表面のTRAの発現は少なく，腫瘍特
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異的CTL，　ADCCのみでは腫瘍を拒絶しきれ

ないことが推測された。しかし，免疫マウスで

は移植した腫瘍が完全に拒絶され，しかも腫瘍

移植局所にはNK，　MφなどのTRAと関連な

く抗腫瘍活性を示すeffector細胞の浸潤が，多

く認められたことから，これらがTRAを発現

していない腫瘍細胞を標的としていることが推

測された。このことは，腫瘍の拒絶が特定の細

胞群だけで起きるのではなく，特異的，あるい

は非特異的な種々のeffector細胞の共同作用

によって，惹起されることが示唆された。濱岡

は38）は，これらの抗腫瘍免疫反応は，免疫担当

細胞間の相互作用によりもたらされると報告し

ており，本実験でも同様の機構が働いているこ

とが推測された。

　本実験においては，1群TILが脾細胞に比較

して高い細胞傷害活性を示したことから，とり

わけ腫瘍移植局所において抗腫瘍免疫応答が増

強されており，腫瘍に対する拒絶反応は，局所

に浸潤してきている免疫担当細胞間の，複雑な

相加相乗作用によってもたらされたと考えられ

るが，その解明には今後の検討が必要と思われ

た。

結 論

　近交系WHT／Htマウス自然発生扁平上皮癌

の継代移植腫瘍を用いて，免疫，および非免疫

マウスのTIL，脾細胞の性状ならびに機能の検

索を行ない，腫瘍に対する宿主の免疫応答の差

異を検討した結果，以下の結論を得た。

1．1群では，腫瘍組織内に著しいリンパ球浸

潤が認められ腫瘍が拒絶されるのに対し，N群

では，腫瘍組織内のリンパ球浸潤に乏しく，腫

瘍は増殖し続け腫瘍死した。

2．腫瘍移植後，脾臓および所属リンパ節にお

ける免疫反応は，腫瘍拒絶の有無にかかわらず

認められた。

3．免疫組織学的検索およびFACScanによ
り，1群の腫瘍組織中には，s－Ig＋，　Mac・1＋，

asialo　GM　1＋細胞が多く浸潤していたが，　N群

では，Lyt－1＋，　L　3　T　4＋細胞の浸潤が優位で
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あった。

4．TILのsubsetの分布と，脾細胞のsubset

の分布にっいて検索したところ，1群はほぼ一

致していたが，N群では異なっていた。さらに

1群では，TILの浸潤が腫瘍局所に多く認めら

れたことから，全身の免疫応答が腫瘍局所に反

映されていることが示唆された。

5．TILと脾細胞の腫瘍細胞に対する細胞傷害

活性を測定したところ，1群において細胞傷害

活性を認め，TILは脾細胞に比較して高いもの

であったが，N群のTIL，脾細胞には認められ

なかった。

6．TILと脾細胞のNK活性を測定したとこ

ろ，1群のTIL，脾細胞，およびN群脾細胞に

おいて軽度に認められたが，N群のTILには

認められなかった。

7．TILと脾細胞のADCC活性を測定したと

ころ，1群においてADCC活性が認あられ，

TILに比較し脾細胞がより高い活性を示した

が，N群のTIL，脾細胞には認められなかっ
た。

8．以上の結果より，腫瘍免疫が成立し腫瘍を

拒絶するようになったマウスでは，腫瘍移植局

所に抗腫瘍活性を持った免疫担当細胞が浸潤

し，種々のeffector機構が腫瘍拒絶に働いてい

ることが示唆された。
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